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論文内容要旨
 1.研究目的
 卵巣粘液性腫瘍におけるK-ras遺伝子の点突然変異とp53蛋白異常を,組織学的悪性度,組織
 亜型による差を中心に検索した報告は少ない。
 TopoisomeraseH(topoH)はKi67と同様に増殖の指標としても注目されているが,卵巣腫
 瘍では組織切片上でその発現を検索した報告はない。卵巣癌化学療法の中心薬剤である
 adriamycin(ADR)とetoposide(E七p)はtopoH阻害剤であり,腫瘍組織におけるtoponの
 発現が注目されている。そこで以下の点にっき研究した。
 1)K-rascodon12の点突然変異とp53蛋白異常の発現を,組織学的悪性度,組織亜型による差
 を中心に検索した。
 2)Ki67,topoHの発現を免疫組織化学的手法を用いて検索し,LebelingIndex(LI;%)を
 算出し,insituでの細胞増殖動態を検討した。
 2.研究方法
 パラフィン包埋切片よりDNAを抽出し,K-rascodon12の点突然変異の検出をおこなった。
 また,パラフィン切片に抗p53,抗Ki67,抗topoH抗体を用いて免疫組織染色をおこなった。
 病理組織学的診断基準はWHO分類にしたがい,内頸部型と腸上皮型に分類した。点突然変異は
 PCR法によりcodon12を増幅し,Do七blothybridization法で変異を確認した。免疫組織化学
 はsAB法を用い,p53蛋白,Ki67検出時にはマイクロウェーブ処理を,topoH検出時にはオー
 トクレーブ処理をおこなった。核染色は,p53蛋白,Ki67は1%メチルグリーンで,topoIIは
 マイヤーヘマトキシリンでおこなった。p53蛋白は腫瘍細胞の10%以上核が染まっているものを
 陽性とした。Ki67,toponはCOSMOZONER500で画像解析し,LI=(陽性細胞数/1000カウ
 ント腫瘍細胞数)x100(%)を算出した。有意差検定はt一検定,Fisherexacttestでおこなっ
 た。
 3.研究結果
 全83症例中26例でK-rascodon12の点突然変異が検出された。良性腫瘍では1例しか認め
 られず,境界悪性腫瘍で7/21,悪性腫瘍で18/46に検出された。またGGT→GATへの点突然
 変異が最も多く,17例が認められた。
 p53蛋白異常は良性腫瘍では認められず,境界悪性腫瘍でも1/21しか発現していなかった。
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 悪性腫瘍では9/37に発現していた。また,p53蛋白異常が認められるものでは七〇poHlLI(%)
 が有意に大きい値を示した(P<0.0001)。
 Ki67のLI(%)は悪性腫瘍で48.3±3.1(mean±standarderror),境界悪性腫瘍で36.1±
 3,6,良性腫瘍で3.5±1.3であり,悪性腫瘍は境界悪性腫瘍に比べて発現が有意に高く(P=
 0.016),境界悪性腫瘍は良性腫瘍に比べて有意に高かった(P<0、0001)。
 同様にtopoHのLI(%)は悪性腫瘍で17.2±2.3,境界悪性腫瘍で7,9±1.3,良性腫瘍で0,5
 ±0.2であり,悪性腫瘍は境界悪性腫瘍に比べて七〇poHの発現が有意に高く(P-0.007),境界
 悪性腫瘍は良性腫瘍に比べて有意に高かった(P=0、0005)。
 またKi67とtopoHは正の相関を示した。さらにこれらの連続切片でKi67Hは,topo丑U
 より大部分の症例で大きい値を示した。これはtopoH陽性細胞のほとんどがKi67陽性細胞であ
 ることを示している。
 4.結論
 1K-rasの点突然変異が粘液性腫瘍の癌化のinitiationの一つになっている可能性が確認され
 た。これは悪性度が増すにつれてKi67,topoHのHが上昇し,活発に増殖する細胞が増加し
 ていることによっても確かめられた。
 2p53蛋白異常は,悪性腫瘍で多く認められ,p53蛋白異常の発現しているものはtopoHLI
 が有意に上昇していた。癌としての悪性所見(間質浸潤など)を獲得したものではp53蛋白の
 異常により細胞の不死化がおこり,S期およびG2/M期の活発に増殖している細胞が多くなっ
 ていることが示唆された。
 3Ki67,topo豆のLIは組織学的悪性度の上昇に伴い有意に増加し,これにより組織切片上で
 活発に増殖する細胞を検出し,その細胞周期を同定できる可能性が示唆された。
 4免疫組織化学によりp53蛋白異常,Ki67と七〇poHのLI,を検索することは鑑別に苦慮する
 こともある粘液性腫瘍の組織診断に役立っ可能性がある。また抗癌剤の感受性は摘出した組織
 標本からは判定することが困難であったが,ADR,E七〇pなどのtopoII阻害剤の効果をtopo
 HのLIを算出することにより予測できる可能性がある。
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 審査結果の要旨
 TopoisomeraseH(topoH)は二本鎖DNAの切断と再結合を担う酵素であり,核分裂の最後
 に染色体を分離し,S期後半からG2/M期に発現が増加し,核分裂終了後,急速に減少する。
 このような点からKi67と同様に増殖の指標として注目されている。また卵巣癌化学療法の中心
 薬剤であるadriamycin(ADR)とetoposide(Etp)はtopoH阻害剤であり,topo∬の発現と
 臨床病理学的因子との関連が注目されている。本研究は,組織学的悪性度の変化に伴い,K-ras
 遺伝子の点突然変異,p53蛋白異常の有無による増殖能の変化をtopoHとki67のLabeling
 Index(LI;%)を算出し,比較検討した最初の論文である。
 卵巣粘液性腫瘍をWHO分類に従い,良性,境界悪性,悪性に分類し,さらに粘液産生上皮
 の相違により内頸部型と腸上皮型に分類している。まずパラフィン包埋切片よりDNAを抽出し,
 PCR法によりcodon12を増幅し,Dotblothybridization法でK-rasの点突然変異を検出し
 ている。全83症例中26例(良性1/16,境界悪性7/21,悪性18/46)に点突然変異が検出され,
 良性と境界悪性,悪性の間に有意差を認めている。次にp53蛋白異常,topoH,Ki67の発現を
 免疫組織化学を用いて検索し,topoH,Ki67についてはしIを算出し,insituでの細胞増殖動
 態を検討している。これによれば,p53蛋白異常は良性や境界悪性ではほとんど認められないが,
 悪性では9/37に発現している。またp53蛋白異常が認められるものではtopo■LIが有意に大
 きい値を示している。topoH,Ki67のLIは組織学的悪性度が増すにしたがって有意に増加し,
 両者間には正の相関が認められている。以上のことからK-rasの点突然変異が粘液性腫瘍の癌
 化のinitiationの一つになっていて,間質浸潤など癌としての組織学的所見を認めるものでは,
 p53蛋白異常細胞がおこり,S期およびG2/M期の活発に増殖している細胞が多くなっているこ
 とが示唆されている。したがって免疫組織化学によりp53蛋白異常,七〇polとKi67のLIを検
 索することは鑑別に苦慮することもある粘液性腫瘍の組織診断に役立っ可能性を本研究は指摘し
 ている。また抗癌剤の感受性は摘出した組織標本のみからは判定することが困難であったが,
 ADR,EtopなどのtopoII阻害剤の効果を予測することができる可能性についても考察している。
 以上の点から,本研究は独創的で,臨床医学に十分に貢献するものであり,学位論文にふさわし
 いと判定される。
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